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Σύγχρονες μέθοδοι ανάλυσης μικροβιωμάτων

Μικροβιακή ποικιλότητα á la NGS



Μικροβιακές παροχές οικοσυστημάτων

• Κύκλοι θρεπτικών

• Επίδραση σε αύξηση/ανάπτυξη φυτών ζώων

• Απορρύπανση στο πεδίο

• Βιο-έλεγχος παθογόνων, πηγή αντιβιοτικών, 
ενζύμων

• …
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Succinyl-CoA 

β-ketoadipyl CoA thiolase 
(EC 2.3.1.174): GK5E-5358 

3-oxoadipyl-CoA 

3-oxoadipate CoA-
transferase 

(EC 2.8.3.6): GK5E-5356/57 

3-oxoadipate 

β-ketoadipate enol-lactone 
hydrolase 

(EC 3.1.1.24): GK5E-5359 

muconolactone 

Muconolactone isomerase 
(EC 5.3.3.4): GK5E-7205 

3-oxoadipate enol 

lactone 

cis,cis-muconate 

Muconate cycloisomerase 
(EC 5.5.1.1): GK5E-7206 

Catechol 

Catechol degradation III 
(ortho-cleavage pathway) 

Catechol 1,2 dioxygenase 
(EC 1.13.11.1): 

GK5E-7204 

Toluene 

Toluene degradation I 
(aerobic via o-cresol) 

2-methylphenol 

3-methylcatechol 

Phenol hydroxylase DmpP 
(EC 1.14.13.-): GK5E-4079 

Catechol 2,3-dioxygenase 
(EC 1.13.11.2): GK5E-4085 

(EC 3.7.1.-): not found 

cis,cis-2-hydroxy-6-

oxohepta-2,4-dienoate 

Phenol hydroxylase DmpP 
(EC 1.14.13.-): GK5E-4079 

Biphenyl 

Biphenyl degradation 

cis-3-phenylcyclohexa-3,5-

diene-1,2-diol 

Biphenyl-2,3-diol 

 (EC 1.14.12.18): not found  

(EC 1.3.1.56): not found 

Phenol 

Phenol degradation I 
(aerobic) 

catechol 

Phenol hydroxylase, P4 
oxygenase component 

DmpO 

(EC 1.14.13.7): GK5E-4080 

[ + 3 isozymes] 

Acetyl-CoA 

Acetyl dehydrogenase 
(EC 1.2.1.10): GK5E-4073 

Alcohol dehydrogenase 

(EC 1.1.1.1): GK5E-6047 

 

Acetaldehyde 

4-hydroxy-2-oxovalerate 
aldolase 

(EC 4.1.3.-): GK5E-4072 

4-hydroxy-2-

oxopentanoate 

2-oxopent-4-enoate hydratase 
DmpE 

(EC 4.2.1.80): GK5E-4076 

2-oxopent-4-enoate 

4-oxalocrotonate decarboxylase 
DmpH 

(EC 4.1.1.77): GK5E-4075 

(2Z,4E)-5-

hydroxyhexa-2,4-

dienedioate Pot. 4-oxalocrotonate 
tautomerase 

(EC 5.3.2.-): GK5E-8074 

(2Z)-5-oxohex-2-

enedioate 

2-hydroxymuconate- 

6-semialdehyde 
Put. 5-carboxymethyl-2-
hydroxymuconate 

semialdehyde 

dehydrogenase 

oxidoreductase protein 

(EC 1.2.1.60): GK5E-4077 

Catechol 

Catechol degradation II 
(meta-cleavage pathway) 

Catechol 2,3 dioxygenase 
(EC 1.13.11.2): 

GK5E-4085 

Benzoate 

Benzoate degradation 
(aerobic) 

1,2-cis-

dihydroxybenzoate 

catechol 

Benzoate dioxygenase 
ferredoxin reductase 

component  

(EC 1.14.12.10): GK5E-7209 

Benzoate 1,2-dioxygenase  

(EC 1.14.12.10): GK5E-7210/11 

1,2-dihydroxycyclohexa-3,5-
diene-1-carboxylate 

dehydrogenase 

(EC 1.3.1.25): GK5E-7208 

2,6-dioxo-6-phenylhexa-3-

enoate 

2-oxopent-4-

enoate 

2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-
dioxygenase bphC 

(EC 1.13.11.39): GK5E-5901 

2-hydroxy-6-oxo-6-
phenylhexa-2,4-dienoate 

hydrolase bphD 

(EC 3.1.7.8): GJS9-5712 

(EC 1.14.13.44): not found 
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Microorganisms

Pathogens

Plant

Plant-associated

microorganisms

Competition

Amensalism

Parasitism, Predation

Mechanisms



Μικροοργανισμοί σε αριθμούς

• 109 κύτταρα και 1-5*104 στελέχη ανά 

γραμμάριο εύκρατου επιφανειακού εδάφους

• 104 στελέχη στο ανθρώπινο σώμα (τα 

προκαρυωτικά κύτταρα αποτελούν το 70 % του 

αριθμού των κυττάρων που βρίσκονται στο 

ανθρώπινο σώμα). 

• 100 εκατομμύρια περισσότεροι 

μικροοργανισμοί στους οκεανούς από τα 

αστέρια του γνωστού διαστήματος

• 400 γραμμάρια νευροτοξίνης του Clostridium 

botulinum μπορεί να εξαλείψει την 

ανθρωπότητα

Nature, E. (2011).  Nat Rev Micro 9, 628-628, doi: http://www.nature.com/nrmicro/journal/v9/n9/suppinfo/nrmicro2644_S1.html



«Πάρτι» εδάφους και ριζόσφαιρας



Μέθοδοι ανάλυσης μικροβιωμάτων

•Καλλιεργητικές μέθοδοι

•Μέθοδοι ελεύθερες καλλιέργειας



Characterization 

Καλλιεργητικές μέθοδοι

• Κλασσικές

• Μεγάλης απόδοσης μέθοδοι (ρομποτικά colony pickers)

• Αντιμετώπισης ανταγωνισμού (i-Chip, micromanipulation, microbial gel 
droplets)
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operational taxonomic units (OTUs). QIIME 
parameters were set to the following: read 
quality score cut-off of q29, OTU sequence 
similarity threshold of 0.96, and a minimum 
number of OTU sequences per cluster of 
two. Taxonomic assignments of each OTU 
was assigned within QIIME using the Green
genes 16S reference database [28]. Read-
based metagenomic organism identification 
was performed using GOTTCHA [29] using 
default settings. Sequences were deposited 
in GenBank (Table 1).

A bacterial strain isolated from the iterative 
screening process,  spp., was 
co-cultured with  1412 to 
confirm the veracity of the growth-promoting 
phenotype. Five replicates containing 100 ml 
of HS growth medium in 250-ml Erlenmeyer 
flasks were inoculated with 
1412 with and without the bacterial isolate. 
All cultures were incubated in a 16 h light 
and 8 h dark cycle, under constant shaking 
at 45 rpm, for a period of 19 days.

To validate the HiSCI workflow, an environ
mentally sourced pool of bacteria was 
packaged with algae inside GMDs, which 
were then packaged in individual MDs and 
cultured for 7 days. Microcolony growth of 
the algae was observed in the GMDs via 
microscopy (e.g., Figure 3B micrograph). 
With HiSCI, cells are randomly captured in 
GMDs as a function of Poisson distribution, 
thus the average number of cells in each 
GMD is dependent on the density of the 
input cell suspension. We estimated that 
an input algal cell suspension with an OD750

∼3.4 (∼4.0 × 106 cells) would, on average, 
result in the capture of one algal cell per 
GMD [20]. Even under optimized conditions 
many GMDs remain empty following the 
cell encapsulation step. Thus, the 
enrichment step (Figure 1, step 3) is crucial 
to improve the efficiency of the workflow. 
Using our FACS approach for GMD 
enrichment, 330,900 potential abGMDs 
were collected prior to MD encapsulation 
(Figure 3A and Supplementary figure 1).

To validate MD stability, two separate 
MD batches, prepared with and without a 
fluorophore, were combined and monitored 
for exchange/dilution of the fluorophore 

1.

2.

3.

4. 

5.

6.

7.

8.

Initial cell population

Encapsulate cells in GMDs

Enrich GMDs of interest (FACS)

Package GMDs into MDs

Culture

Collapse emulsion,

recover GMDs

Select GMDs with desired

phenotype (FACS)

Subculture for additional

analyses or use to start

another screen

nteractions (HiSCI) pipeline workflow. 
FACS: Fluorescence-activated cell sorting; GMD: Gel microdroplet; MD: Microdroplet.



Handelsman J et al. 1998 Chem. & Biolog. R245-R249

Leveau J H  2007 Europ. Journ. Of Plant Path. 119:279-300

Maron PA et al. 2011 C.R. Biologies 334:403-411 
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Μεταγονιδιωματική

“Η ανάλυση σε επίπεδο λειτουργίας και σύνθεσης αλληλουχιών 
DNA του συνόλου των γονιδιωμάτων περιβαλλοντικών 
δειγμάτων”

Μέθοδοι ελεύθερες καλλιέργειας
Omics



Μέθοδοι ελεύθερες καλλιέργειας
(ποικιλότητα)

• Υβριδισμός (ιχνηλάτες) πχ:

• Μικροσκοπία (φθορίζοντος in 

situ υβριδισμός - FISH)

• Κυτταρομετρητές ροής

• Μικρο-συστοιχίες (phylochip)

• Αλυσιδωτή αντίδρασή 
πολυμεράσης (PCR) πχ:

• DGGE

• T-RFLP, ARISA

• Μέθοδοι Αλληλούχισης νέας 
γενιάς

Vasileiadis, S., et al. (2013). In Omics in soil science. isbn: 978-1-908230-32-4
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Σε περιπτώσεις που ενδιαφερόμαστε για φυλογενετικά μοτίβα 
πολυποίκιλων μικροβιακών ομάδων περιβαλλοντικών δειγμάτων 

συχνά καταφεύγουμε σε

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους 
αλληλούχισης νέας (NGS)



Μικροβιακή ποικιλότητα με NGS με μια ματιά

1. Δειγματοληψία και 

εκχύλιση νουκλεϊκών

οξέων

2. Επιλογή και PCR

ενίσχυση

φυλογενετικού δείκτη

3. Αλληλούχιση

4. Ανάλυση

δεδομένων

Ταξινομικές μονάδες



1. Δειγματοληψία και εκχύλιση ν. ο.

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους Αλληλούχισης
νέας (NGS)



1. Δειγματοληψία και εκχύλιση ν. ο.

• Δειγματοληψία

• Αντιπροσωπευτικό δείγμα 

• Αντιπροσωπευτικός αριθμός επαναλήψεων

• Μάρτυρες!!!

• Μέτρηση κατάλληλων παραμέτρων.

• …

• Εκχύλιση νουκλεϊκών οξέων… βήματα:

• Διάρρηξη κυτταρικών μεμβρανών/τοιχωμάτων

• Αδρανοποίηση αποδιάταξη νουκλεασών

• Καθαρισμός από πρωτεΐνες και παρεμποδιστές PCR



2α. Επιλογή φυλογενετικού δείκτη

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους Αλληλούχισης
νέας (NGS)



2α. Επιλογή φυλογενετικού δείκτη

• Να υπάρχει στους μικροοργανισμούς ενδιαφέροντος:

• 16S rRNA γονίδιο: βακτήρια, αρχαία

• ITS: μύκητες

• 18S rRNA γονίδιο: πρώτιστα, μυκόριζες, ευκαρυώτες

• amoA: νιτρωδοποιητές

• …

• Να υπάρχουν συντηρημένες αλληλουχίες DNA κατάλληλες για σχεδιασμό εκκινητών

• Να παράγονται προϊόντα PCR συμβατά με την τεχνολογία αλληλούχισης

• Να υπάρχει αρκετή παραλλακτικότητα στις αλληλουχίες στόχους -> κατάταξη σε 

χαμηλές ταξινομικές βαθμίδες 



Ribosomes:

• RNA-protein complexes

• Carry out function conserved through-
out cellular life forms

• Conserved sites associated with the 
function

• Non-conserved sites subjected to random 
mutations and are considered as 
“molecular clocks”  (lower differences 
between strains -> closer relations)

• Similar with product barcoding

2α. Π.χ. το 16S rRNA γονίδιο



2α. Π.χ. το 16S rRNA γονίδιο

Θέση σε γονίδιο αναφοράς

Ε
ν

τρ
ο
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ία
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κ

τι
κ

ό
τη

τα
)

Vasileiadis, S., et al. (2012). Plos One 7, 11, doi: 10.1371/journal.pone.0042671

Κατάλληλη περιοχή για 

σχεδιασμό εκκινητή

Περιοχή υψηλής 

παραλλακτικότητας



Wuyts J et al. Nucl. Acids Res. 2001;29:5017-5028

2α. Π.χ. το 16S rRNA γονίδιο χάρτες εντροπίας



2β. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους Αλληλούχισης
νέας (NGS)



2β. PCR (βασικές έννοιες)

dsDNA

Αποδιάταξη

κλώνων

Υβριδισμός

εκκινητών

Πολυμερισμός

C = 1 C = 2

C = n 2n αντίγραφα



2β. λάθη PCR & πρόληψη/αντιμετώπιση

*Γενικότερα το βάθος της Αλληλούχισης αντισταθμίζει τα κόστη (όσο 

περισσότερα τα αναγνώσματα τόσο περισσότερα λάθη μπορούμε να έχουμε)

• Λάθη -> πρόληψη/αντιμετώπιση :

vΛανθασμένος υβριδισμός εκκινητών -> θερμοκρασία/συνθήκες υβριδισμού & *

vΧιμαιρικά προϊόντα ενίσχυσης -> υψηλής πιστότητας πολυμεράσες, ελαχιστοποίηση 

κύκλων PCR & *

vΕνίσχυση ομόλογων αλληλουχιών μη-στόχων ως προς την ανάλυση (π.χ. στην 

περίπτωση του 16S rRNA γονιδίου, το μιτοχονδριακό ομόλογο ή το ομόλογο των 

χλωροπλαστών) -> αντιπροσωπευτικές μέθοδοι εκχύλισης, γνώση περιβάλλοντος & *



2β. λάθη PCR & πρόληψη/αντιμετώπιση

*Γενικότερα το βάθος της Αλληλούχισης αντισταθμίζει τα κόστη (όσο 

περισσότερα τα αναγνώσματα τόσο περισσότερα λάθη μπορούμε να έχουμε)

• Λάθη -> πρόληψη/αντιμετώπιση :

vΛανθασμένος υβριδισμός εκκινητών -> θερμοκρασία/συνθήκες υβριδισμού & *

vΧιμαιρικά προϊόντα ενίσχυσης -> υψηλής πιστότητας πολυμεράσες, ελαχιστοποίηση 

κύκλων PCR & *

vΕνίσχυση ομόλογων αλληλουχιών μη-στόχων ως προς την ανάλυση (π.χ. στην 

περίπτωση του 16S rRNA γονιδίου, το μιτοχονδριακό ομόλογο ή το ομόλογο των 

χλωροπλαστών) -> αντιπροσωπευτικές μέθοδοι εκχύλισης, γνώση περιβάλλοντος & *



2β. λάθη PCR (Χίμαιρες)

dsDNA

Αποδιάταξη

κλώνων

Υβριδισμός

εκκινητών

Πολυμερισμός

Αναπήδηση 

πολυμεράσης

Χίμαιρα που ενισχύεται κατά 

τους επόμενους κύκλους



2β. λάθη PCR & πρόληψη/αντιμετώπιση

*Γενικότερα το βάθος της Αλληλούχισης αντισταθμίζει τα κόστη (όσο 

περισσότερα τα αναγνώσματα τόσο περισσότερα λάθη μπορούμε να έχουμε)

• Λάθη -> πρόληψη/αντιμετώπιση :

vΛανθασμένος υβριδισμός εκκινητών -> θερμοκρασία/συνθήκες υβριδισμού & *

vΧιμαιρικά προϊόντα ενίσχυσης -> υψηλής πιστότητας πολυμεράσες, ελαχιστοποίηση 

κύκλων PCR & *

vΕνίσχυση ομόλογων αλληλουχιών μη-στόχων ως προς την ανάλυση (π.χ. στην 

περίπτωση του 16S rRNA γονιδίου, το μιτοχονδριακό ομόλογο ή το ομόλογο των 

χλωροπλαστών) -> αντιπροσωπευτικές μέθοδοι εκχύλισης, γνώση περιβάλλοντος & *



2β. λάθη PCR (Χίμαιρες: αντιμετώπιση)

Αντιμετώπιση χιμαιρών κατά την ανάλυση δεδομένων:

• Αντιπαραβολή του κάθε μισού του αναγνώσματος με βάση δεδομένων:

• εμπιστοσύνης

• εκ νέου κατασκευασμένης από τα δεδομένα (ο κανόνας του πιο άφθονου)

• Αν η αλληλουχία περιέχει δύο μισά που απαντώνται σε διαφορετικές 
ταξινομικές μονάδες κατατάσσεται στις χιμαιρικές



2β. λάθη PCR & πρόληψη/αντιμετώπιση

*Γενικότερα το βάθος της Αλληλούχισης αντισταθμίζει τα κόστη (όσο 

περισσότερα τα αναγνώσματα τόσο περισσότερα λάθη μπορούμε να έχουμε)

• Λάθη -> πρόληψη/αντιμετώπιση :

vΛανθασμένος υβριδισμός εκκινητών -> θερμοκρασία/συνθήκες υβριδισμού & *

vΧιμαιρικά προϊόντα ενίσχυσης -> υψηλής πιστότητας πολυμεράσες, ελαχιστοποίηση 

κύκλων PCR & *

vΕνίσχυση ομόλογων αλληλουχιών μη-στόχων ως προς την ανάλυση (π.χ. στην 

περίπτωση του 16S rRNA γονιδίου, το μιτοχονδριακό ομόλογο ή το ομόλογο των 

χλωροπλαστών) -> αντιπροσωπευτικές μέθοδοι εκχύλισης, γνώση περιβάλλοντος & *



3. Αλληλούχιση

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους αλληλούχισης
νέας (NGS)



https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrosequencing

https://www.youtube.com/watch?v=KzdWZ5ryBlA

3. 2ης γενιάς Pyrosequencing

https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrosequencing
https://www.youtube.com/watch?v=KzdWZ5ryBlA


Kohn, A.B., et al. (2013). Single-Cell Semiconductor Sequencing. Methods in molecular biology (Clifton, NJ) 1048, 247-284 (sightly modified) 

Sample prep Sequencing

3. 2ης γενιάς Ion Torrent/Proton



https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

https://www.neb.com/applications/library-preparation-for-next-generation-sequencing/illumina-library-preparation

Kawashima, E., et al. (1998). Method of nucleic acid amplification, Google Patents 

Metzker, M.L. (2009). Sequencing technologies — the next generation. Nat Rev Genet 11, 31 (modified)
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3. 2ης γενιάς Illumina

https://www.neb.com/applications/library-preparation-for-next-generation-sequencing/illumina-library-preparation
https://www.neb.com/applications/library-preparation-for-next-generation-sequencing/illumina-library-preparation


3. Πιθανότητα λάθους (Phred Q values)

https://en.wikipedia.org/wiki/Phred_quality_score

https://www.omixon.com/bioinformatics-for-beginners-file-formats-part-2-short-reads/

Phred quality scores are logarithmically linked to error 

probabilities

Phred Quality Score

Probability of 

incorrect base call Base call accuracy

10 1 in 10 90%

20 1 in 100 99%

30 1 in 1000 99.9%

40 1 in 10,000 99.99%

50 1 in 100,000 99.999%

60 1 in 1,000,000 99.9999%

Representation of quality scores

Q = -10 x log10(Perr)           <=>         Perr = 10Q/-10

https://en.wikipedia.org/wiki/Phred_quality_score
https://www.omixon.com/bioinformatics-for-beginners-file-formats-part-2-short-reads/


3. Πιθανότητα λάθους ανά θέση αναγνώσματος

Fuellgrabe, M.W., et al. (2015).  PLOS ONE 10, e0129195, doi: 10.1371/journal.pone.0129195
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Η διαφορά φάσης στο φθορισμό λόγω ατελούς λειτουργίας των 

ενζύμων κοπής φθοριοφόρων/τερματιστών οδηγεί σε 

επιδείνωση των Phred Q κατά τη σύθεση του 

συμπληρωματικού κλώνου του εκμαγείου

https://www.ecseq.com/support/ngs/why-does-the-sequence-quality-decrease-over-the-read-in-illumina
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3. Πηγή λάθους σε Illumina



3. Βασικά λάθη αλληλούχισης

• Υποκαταστάσεις για Illumina (λόγω διαφοράς φάσης) προς το 
τέλος του αναγνώσματος

• Ομοπολυμερή για πυροαλληλούχιση (pyrosequencing - Ion 
Torrent/Proton)



4. Ανάλυση δεδομένων

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους αλληλούχισης
νέας (NGS)



4α. Προκαταρτική ανάλυση και καθαρισμός
δεδομένων

• Καταμέτρηση αλληλουχιών και ανάλυση ποιοτικών 

χαρακτηριστικών δεδομένων

• Ποιοτικός έλεγχος αναγνωσμάτων

• Συναρμολόγηση ενισχυμάτων

• Έλεγχος για χίμαιρες και μη στόχους



4α. Προκαταρτική ανάλυση και καθαρισμός
δεδομένων

• Καταμέτρηση αλληλουχιών και ανάλυση ποιοτικών 

χαρακτηριστικών δεδομένων

• Ποιοτικός έλεγχος αναγνωσμάτων

• Συναρμολόγηση ενισχυμάτων

• Έλεγχος για χίμαιρες και μη στόχους



4α. Προκαταρτική ανάλυση και καθαρισμός
δεδομένων



4α. Προκαταρτική ανάλυση και καθαρισμός
δεδομένων

• Καταμέτρηση αλληλουχιών και ανάλυση ποιοτικών 

χαρακτηριστικών δεδομένων

• Ποιοτικός έλεγχος αναγνωσμάτων

• Συναρμολόγηση ενισχυμάτων

• Έλεγχος για χίμαιρες και μη στόχους

CAGAGAGCCCGGGCTCTCTGGATTAGATACCCTGGTAGAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAACAGGAAGAAGCTTGCTGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATACAGGAAGAAGCTTAAACTYAAARRAATTGACGGGTCTCTCGGG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GTCTCTCGGGCCCGAGAGACCTAATCTATGGGACCATCTTTAACTTCTCAAACTAGTACCGAGTCTAACTTGCGAGCCGTCCGGATTGTGTACGTTCAGCTTGCCTTGTCCTTCTTCGAACGACTGCCCACTCATTACAGACCCTTTGACGGACTATGTCCTTCTTCGAATTTGARTTTYYTTAACTGCCCAGAGAGCCC

 

!

Read 1



4α. Προκαταρτική ανάλυση και καθαρισμός
δεδομένων

• Καταμέτρηση αλληλουχιών και ανάλυση ποιοτικών 

χαρακτηριστικών δεδομένων

• Ποιοτικός έλεγχος αναγνωσμάτων

• Συναρμολόγηση ενισχυμάτων

• Έλεγχος για χίμαιρες και μη στόχους

sample raw

post 

trimming

post 

assembly

Analyzed: 

post 

chimera 

and 

specificity 

check

Good's 

coverage

D1 52211 49321 48150 41947 1.000

D2 48090 45522 44260 39244 1.000

D3 30969 29485 28679 26163 0.999

M01 54529 51853 50924 45471 1.000

M02 32242 30720 30116 27542 1.000

M03 29110 27636 27096 24177 1.000

1MO1 28234 26861 26331 23135 1.000

1MO2 66358 62527 61334 53552 1.000

1MO3 43473 41473 40668 36576 1.000

2MO2 20418 19466 19063 17891 1.000

2MO3 27732 26307 25777 23990 1.000

2MO7 16075 15372 15065 14103 0.999

2MO8 31558 29946 29423 27614 1.000

3MO1 33863 32143 31605 29606 1.000

3MO2 4063 3860 3789 3565 0.991

3MO3 18565 17659 17320 15723 0.999

3MO7 37993 36034 35466 32919 1.000

3MO8 45630 43437 42745 39740 1.000

4MO1 97897 93063 91498 82601 1.000

4MO2 84060 80106 78854 73560 1.000

4MO3 52472 49859 48920 46218 1.000

total 946358 898292 881164 803585

remaining 

% of total 94.92% 93.11% 84.91%

CAGAGAGCCCGGGCTCTCTGGATTAGATACCCTGGTAGAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAACAGGAAGAAGCTTGCTGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATACAGGAAGAAGCTTAAACTYAAARRAATTGACGGGTCTCTCGGG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GTCTCTCGGGCCCGAGAGACCTAATCTATGGGACCATCTTTAACTTCTCAAACTAGTACCGAGTCTAACTTGCGAGCCGTCCGGATTGTGTACGTTCAGCTTGCCTTGTCCTTCTTCGAACGACTGCCCACTCATTACAGACCCTTTGACGGACTATGTCCTTCTTCGAATTTGARTTTYYTTAACTGCCCAGAGAGCCC

 

!

Read 1

Read 2



4β. Μονάδα ταξινόμησης (το δύσκολο ερώτημα)

Εξαρτάται από το ερευνητικό ερώτημα (με ποια ταξινομική βαθμίδα 

σχετίζεται και τι σημαίνει τη βαθμίδα αυτή για τα προς εξέταση είδη)

Συνήθεις ταξινομικές μονάδες:

• Ταξινομικές μονάδες διαχείρισης (OTUs) σε υπεραπλούστευση: Οι 

αλληλουχίες που σχηματίζουν συστάδες με το Χ% (π.χ 97% για είδος) 

των αλληλουχιών τους να είναι πανομοιότυπο, κατά τα πρότυπα του 

Escherichia coli.

• Ο ταξινομικός χαρακτηρισμός του κοντινότερου συγγενή σε βάση 

δεδομένων (taxonomy supervised analysis)

• Τοποθέτηση όλων των αλληλουχιών σε φυλογενετικό δένδρο και 

ορισμός ενός κατοφλιού (phylotype analysis)

Konstantinidis, K.T., et al. (2006).  Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 361, 1929-1940, doi: Doi 10.1098/Rstb.2006.1920 



4γ. Αναλύσεις ποικιλότητας

• Ποιοτικά χαρακτηριστικά δεδομένων (πιθανότητα λάθους αναγνωσμάτων και ανασυναρμολόγησης αλληλουχίας 
PCR, χίμαιρες, αλληλουχίες μη στόχοι)

• Οικολογικοί δείκτες/ερωτήματα:

v Δείκτες α-ποικιλότητας (σχέση ταξινομικών μονάδων εντός δείγματος)

v Δείκτες β-ποικιλότητας (σχέση δειγμάτων εντός οικοσυστήματος)

v Σχέση μονάδων εντός οικοσυστήματος (συσχετίσεις-συμμεταβολές / αναλύσεις δικτύου / γράφοι)

v Σχέση ταξινομικών μονάδων με αβιοτικές παραμέτρους

• Στατιστικά τεστ
v Για α-ποικιλότητα: 

q Περιγραφικές αναλύσεις όπως μέσος, διάμεσος, τυπική απόκλιση κτλ.

q Δοκιμή υπόθεσης (ανάλυση διακύμανσης ή ANOVA, Student’s t, Fisher’s exact)

v Για β-ποικιλότητα:
q Περιγραφικές πολυμεταβλητές αναλύσεις (ανάλυση κύριων συνιστωσών ή PCA, ανάλυση αντιστοιχιών ή CA, ανάλυση κατά συστάδες, ανάλυση των κυρίων συντεταγμένων 

ή PCoA, μη παραμετρική πολυδιάστατη κλιμάκωση ή nMDS)

q Δοκιμή υπόθεσης σε πολυμεταβλητές (ανάλυση πολλαπλής παλινδρόμησης ή MLRA, ανάλυση πλεονασμου¨ ή RDA, ανάλυση κανονιστικών αντιστοιχιών ή CCA)



4γ. ποικιλότητα τύπου α (α-diversity)

Δείκτες εντός δείγματος (παραδείγματα)

• πλούτος/πληθώρα (richness) ή εκτίμηση τους για ταξινομικές μονάδες λέγεται και 

ποικιλότητα μηδενικής τάξης (δε συμπεριλαμβάνει τη σχετική/απόλυτη αφθονία 

των μονάδων)

• δείκτης Shannon ή ποικιλότητα 1ης τάξης (αντιπροσωπευτικός λιγότερο άφθονων 

μονάδων)

• Δείκτης Simpson ή ποικιλότητα 2ης τάξης (αντιπροσωπευτικός σχετικά κυρίαρχων 

μονάδων)

• Δείκτης Fisher’s α (ενδεικτικός της υπερκυρίαρχης ομάδας ταχινομικών μονάδων)

Jost, L. (2006). Oikos 113, 363-375, doi: 10.1111/j.2006.0030-1299.14714.x



5. Ενδεικτικά αποτελέσματα

Aνάλυσεις προϊόντων PCR με μεθόδους αλληλούχισης
νέας (NGS)



5. Ενδεικτικά αποτελέσματα
(ανοιχτά της Γροιλανδίας)

Algora, C., et al. (2015).  FEMS Microbiol Ecol 91doi: 10.1093/femsec/fiv056



This article is protected by copyright. All rights reserved.

5. Ενδεικτικά αποτελέσματα 
(παραγωγή βιο-CH4 σε υψηλή συγκέντρωση NH3)

Kalamaras, S.D., et al. (2020). J Chem Technol Biotechnol doi: 10.1002/jctb.6385. (A): α

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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5. Ενδεικτικά αποτελέσματα 
(Οι «εντερότυποι» 233 παιδιών)

Soldi, S., et al. (2019). Beneficial Microbes 0, 1-11, doi: 10.3920/bm2018.0116

Enterotype 1 Enterotype 2 Enterotype 3

unclass. Bacteria
Bifidobacterium
Bacteroides
Parabacteroides
Alistipes
Streptococcus

Clostridiales
Anaerostipes
Blautia
Lachnospiracea IS
Roseburia
Ruminococcaceae

Clostridium IV
Faecalibacterium
Ruminococcus
Escherichia Shigella
Akkermansia
other

 x var. 18.5% , y var. 16.3% 

 1 

 2 

 3 



5. Ενδεικτικά αποτελέσματα 
(υποδίκτυα μικροοργανισμών σε ίζημα πηγής νερού 
άρδευσης στη βόρεια Ιταλία)

Vasileiadis, S., et al. (2013).  FEMS Microbiol Ecol 86, 172-184, doi: 10.1111/1574-6941.12150
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Κάνε το και εσύ… Μπορείς!!!

• Διδακτική ενότητα του Mothur για δεδομένα Illumina (MiSeq-SOP): 
www.mothur.org και https://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP

• Στατιστικές μέθοδοι στην οικολογία (και όχι μόνο) για ανθρώπους με το GUSTA-
ME του Alban Ramette (https://mb3is.megx.net/gustame)

• Δωρεάν στατιστικά προγράμματα:

• Χωρίς γνώσεις προγραμματισμού: PAST (https://folk.uio.no/ohammer/past/)

• Γνώσεις προγραμματισμού ή καλή διάθεση: R/RStudio 
(https://www.r-project.org, https://rstudio.com) και προτεινόμενη μέθοδος άνευ 
διδασκάλου (https://www.guru99.com/r-tutorial.html)

Schloss, P.D., et al. (2009).  Appl Environ Microbiol 75doi: 10.1128/aem.01541-09 

Buttigieg, P.L. and Ramette, A. (2014).  FEMS Microbiol Ecol 90, 543-550, doi: 10.1111/1574-6941.12437

http://www.mothur.org/
https://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP
https://mb3is.megx.net/gustame
https://folk.uio.no/ohammer/past/
https://www.r-project.org/
https://rstudio.com/
https://www.guru99.com/r-tutorial.html

